Fundamental study on biodegradation mechanisms and biological treatment of Poly (L-Lactide) by Jarerat Amnat
Fundamental study on biodegradation mechanisms
and biological treatment of Poly (L-Lactide)
著者 Jarerat Amnat
内容記述 Thesis (Ph. D. in Biotechnology)--University
of Tsukuba, (A), no. 3759, 2005.3.25
Includes bibliographical references
発行年 2005
URL http://hdl.handle.net/2241/3506
－ 488 －
アムナット　ジャレラット（タ　　イ）
博　　士（生物工学）
博　甲　第　3759　号
平成 17 年３月 25 日
学位規則第４条第１項該当
生命環境科学研究科
Fundamental Study on Biodegradation Mechanisums and Biological Treatment 
of Poly (L-lactide)
（ポリ乳酸の生分解機構の解析とポリ乳酸の生物学的処理に関する基礎的研究）
氏　名（国籍）
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
審 査 研 究 科
学位論文題目
主　査　　筑波大学教授　　　工学博士　　　　　　田　中　秀　夫
副　査　　筑波大学教授　　　農学博士　　　　　　内　山　裕　夫
副　査　　筑波大学教授　　　工学博士　　　　　　向　高　祐　邦
副　査　　筑波大学助教授　　農学博士　　　　　　高　柳　秀　紀
【212】
論　文　の　内　容　の　要　旨
　環境への負荷が少ないプラスチックとして，生分解性プラスチックが注目されている。すでに，ポリ乳酸
（PLA），ポリヒドロキシ酪酸（PHB），ポリカプロラクトン（PCL），ポリブチレンサクシネート（PBS）な
どの生分解性プラスチックが工業生産されている。PHBは微生物が生産するプラスチックであり，PCLと
PBSは石油を原料とするプラスチックである。
　一方，PLAは化学的に合成されるが，その原料の乳酸はデンプンやスークロースなどのバイオマスから
発酵生産されている。PLAは，物理化学的特性も優れており，各種の容器や包装資材，マルチフイルムな
どの短期使用の利用分野だけでなく，自動車，コンピュータ，家電製品などの耐久消費財まで広く利用され
るようになってきている。
　本研究では，PLAの生分解機構を解析するとともに，使用後の PLAを生物学的に処理するプロセスの開
発に関する基礎的研究を行った。土壌から分離される放線菌のうち約 95％が Streptomyces属に属する菌株
であると言われるように，自然界では Streptomyces属が他の放線菌より広く分布しているがこれまでの研究
では PLA分解能が少ないことが知られている。よって，PLA分解能を有する他の属の菌株を得ることにした。
先ず，カルチャーコレクションから入手した放線菌 41属（105株）について，PLA分解菌の分布状況を調
べた。その結果，PLA分解菌は，Pseudonocardiaceae科およびその近縁属の 5属，すなわち Amycolatopsis属，
Lentzea属，Kibdelosporangium属，Streptoalloteichus属および Saccharothrix属に限定されることが明らかと
なった。
　シルクフィブロインのアミノ酸配列（Gly-Ala）2 - Gly-Ser-Gly-（Ala）2 - Gly-［Ser-Gly-（Ala-Gly）2］8 -Tyrの中で
L -アラニンは主要構成アミノ酸である。分離放線菌について，PLA分解能に加えて，シルクフィブロイン分
解能についても検討し，PLA分解菌のほとんどの菌株がシルクフィブロインも分解することを見いだした。
これらの菌株は，立体化学構造の類似性から，PLA中の L -乳酸ユニットをシルクフィブロイン中の L -アラニ
ンの類似物と認識して分解していると考えられた。
－ 489 －
　さらに，PLAの分解能を促進する一つの方法として，微生物を培養する培地組成の工夫を行った。糸
状菌 Tritirachium album，放線菌 Saccharothrix waywayendensis（Lentzea waywayandensisに改名）および
Kibdelosporangium aridumなどの基本培地に 0.1％（w/v）ゼラチンを添加すると，PLAフイルムの分解能
が顕著に増大し，最初 100mgだったフィルムが完全に分解することを見いだした。ゼラチンの他にも，シ
ルクフィブロインやエラスチン，ケラチンなどの不溶性の蛋白質が PLA分解酵素を誘導し，酵素生産の基
質となることを見いだした。シルクフィブロインは，特に，Amycolatopsis orientalisによる PLA分解酵素の
誘導生産に効果があった。
　放線菌 Amycolatopsis orientalisを 0.1％（w/v）シルクフィブロイン粉末添加培地で液体培養すると，酵
母エキスやペプトンなどの有機窒素源を必要とせずに効率的に PLA分解酵素を生産することができた。シ
ルク製品の副産物でもある蚕のシルクフィブロイン粉末は，PLA分解酵素を生産するための効果的な炭素
源，かつ，窒素源であると考えられた。5Lジャーファンメーターを用いた PLA分解酵素の生産結果から，
低い生産コストで PLA分解酵素が生産できることが明らかとなった。菌体外に生産された PLA分解酵素
は，PLAを生物学的に再利用するのに十分な能力を有していた。例えば，精製した PLA分解酵素 20mgは
2000mgの PLAを 40℃，6時間で完全に分解することができ，L -乳酸を 600mg/Lがラセミ化されることな
く得られた。得られた分解産物の L -乳酸やオリゴマーは，容易に高分子化して，PLAに再生できる。さらに，
10量体以下の乳酸オリゴマーは，植物の成長促進剤としての利用も期待できる。
　本プロセスはポリ乳酸リサイクルプロセスの開発に大きく寄与することが期待できる。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究はバイオマスからの発酵生産物である乳酸を原料として生産される生分解性プラスチックのポリ乳
酸（PLA）の生分解機構の解析と使用後の PLAを生物学的（酵素的）に処理するプロセスの開発を目的と
した基礎的研究である。まず，これまで広く研究されている Streptomyces属以外の放線菌を対象に PLA分
解菌をスクリーニングしたところ，Pseudonocardiaceae科およびその近縁属の 5属に限定されることを明ら
かにした。また，分離した放線菌はいずれもフィブロインを分解することを見いだし，その現象は PLA中
の L -乳酸ユニットとシルクフィブロインの中の L -アラニンが立体化学構造において類似している点によるこ
とを明らかにした。次にこれらの放線菌や PLA分解性糸状菌 Tritirachium albumは，ゼラチン，シルクフィ
ブロイン，エラスチン，ケラチンなどの不溶性の蛋白質が PLAの分解酵素を誘導し，かつ酵素生産の基質
になることを明らかにした。さらに放線菌のうち，特に Amycolatopsis orientalisは蚕のシルクフィブロイン
粉末を添加した培地で液体培養すると，酵母エキスやペプトンなどの高価な有機窒素源を添加することなし
に低い生産コストで PLA分解酵素を生産することの可能性を，5Lジャーファンメンターを用いて明らかに
した。また，生産された酵素は PLAを短時間で効率よく分解し PLAの再利用の可能性を明らかにした。
　以上のように本研究は PLAの分解と生産に関する新規な成果が多く得られており，基礎から応用へと広
がりのある研究として価値のあるものと評価することができる。
　よって，著者は博士（生物工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
